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ABSTRAK
Penelitian ini dilakukan untuk mengaplikasikan metode deteksi daging babi dalam campuan daging dengan sapi, 
kambing dan ayam melalui PCR-RFLP dan PCR dengan primer spesifi k untuk babi. Level kontaminasi daging babi 
dibuat sebesar 1, 3, 5 dan 10% dari total daging dalam campuran. Metode PCR-RFLP menggunakan sepasang primer 
yaitu gen cytochrome b dari mitokondria yang menghasilkan fragmen DNA sebesar 359 bp. Untuk mengetahui ada 
tidaknya kontaminasi babi dalam adonan daging tersebut diaplikasikan enzim restriksi BseDI yang dapat memotong 
DNA dari gen cytochrome b babi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa gen cytochrome b dari babi dapat terpotong 
menjadi dua fragmen yaitu sebesar 228 bp dan 131 bp. Untuk desain primer spesifi k digunakan gen amelogenin yang 
mempunyai sekuen yang berbeda diantara ke empat spesies uji yaitu babi, sapi, ayam dan kambing. Primer spesifi k 
didesain pada panjang fragmen sebesar 353  dan 312 bp. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kontaminasi daging babi 
sebesar 1% masih dapat terdeteksi dengan metode PCR-RFLP tetapi pengujian dengan primer spesifi k yang ditujukan 
hanya untuk deteksi DNA babi masih menunjukkan reaksi silang dengan spesies hewan lain yaitu sapi, kambing 
dan ayam. Pengujian dengan PCR-RLP pada gen cytochrome b menghasilkan hasil yang lebih baik dan jelas untuk 
pengujian kontaminasi babi dibandingkan dengan PCR dengan primer spesifi k. Metode PCR-RFLP merupakan metode 
yang potensial untuk analisis deteksi keberadaan unsur babi pada produk olahan pangan khususnya untuk deteksi status 
kehalalan.
Kata kunci: Identifi kasi, daging babi, gen cytochrome b, amelogenin, polymerase chain reaction
ABSTRACT
A polymerase chain reaction–restriction fragment length polymorphism (PCR–RFLP) and species specifi c PCR 
methods had been applied for identifying pork in mixture of meat. Pork sample in various levels (1, 3, 5 and 10%) was 
prepared in mixture with beef, chicken and mutton. The primary CYTb1 and CYTb2 were designed in the mitochondrial 
cytochrome b b (cytochrome b) gene and PCR successfully amplifi ed fragments of 359 bp. To distinguish pig species 
existence, the amplifi ed PCR products of mitochondrial DNA were cut by BseDI restriction enzyme. The result showed 
that pig mitochondrial DNA was cut into 131 and 228 bp fragments. A polymerase chain reaction (PCR) method 
based on the nucleotide sequence variation in the amelogenin gene has been chosen for the specifi c identifi cation of 
pork DNAs in mixture meat. The primers designed generated specifi c fragments of 353 and 312 bp length for pork. 
The specifi city of the primary designed was tested on 4 animal species including pig, cattle, chicken and goat species. 
Analysis of experimental mixture meat demonstrated that 1% of raw pork tissues could be detected using PCR-RFLP 
with BseDI restriction enzyme but detection using species-specifi c PCR showed the cross reactivity to beef, chicken 
and mutton. The cytochrome b PCR-RFLP species identifi cation assay yielded excellent results for identifi cation of pig 
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species. PCR-RFLP is a potentially reliable technique for detection of the existence of pork in animal food product for 
Halal authentication.
Keywords: Pork identifi cation, cytochrome b, amelogenin, polymerase chain reaction
membedakan daging berasal dari babi jantan atau betina, 
dengan mengamplifi kasi gen menggunakan primer dengan 
panjang sekitar 741 bp untuk identifi kasi babi betina, dan 
mengamplifi kasi gen amelogenin dengan panjang fragmen 
DNA sepanjang 562 bp untuk target gen amelogenin babi 
jantan. Hasil penelitian amplifi kasi DNA pada produk olahan 
pangan ternyata tidak selalu menunjukkan keberhasilan. 
Hal tersebut disebabkan produk olahan sudah mengalami 
pemasakan sehingga sudah terjadi fragmenasi DNA menjadi 
ukuran yang lebih pendek (Fajardo dkk., 2006). Identifi kasi 
dengan menggunakan teknik PCR-RFLP berkembang untuk 
identifi kasi olahan daging yang menggunakan gen cytochrome 
b dengan target gen sekitar 360 bp dan telah diaplikasikan 
untuk identifi kasi jenis daging pada produk olahan pangan. 
Penggunaan enzim restriksi BseDI, mampu memotong 
amplicon  gen cytochrome b babi menjadi 221 bp dan 138 
bp sehingga dapat mendeteksi campuran daging babi pada 
produk olahan pangan (Erwanto dkk., 2011). Oleh karena itu 
dalam penelitian ini dikembangakan metode analisis berdasar 
pada DNA namun menggunakan PCR dengan primer spesifi k 
yang dapat langsung mengetahui ada tidaknya kontaminasi 
babi dalam campuran daging dibandingkan dengan metode 
PCR-RFLP yang telah dikembangkan sebelumnya.
METODE PENELITIAN
Preparasi Sampel
Daging segar babi, sapi, dan ayam dibeli dari pasar 
lokal di wilayah Yogyakarta. Semua daging digiling secara 
terpisah dengan alat yang berbeda untuk menghindari cross 
kontaminasi. Setelah dilakukan pengepakan daging disimpan 
pada suhu -20oC sampai digunakan untuk penelitian. Pada 
penelitian ini daging babi secara individual maupun campuran 
dengan daging lain dengan rasio daging babi sebesar 1, 3, 
5, 10 dan 25% dicampur secara homogen. Setelah isolasi 
DNA dilakukan analisis dengan PCR menggunakan primer 
spesifi k dan PCR dengan universal primer mitokondrial gen 
cytochrome b dilanjutkan pemotongan dengan enzim restriksi.
Desain Primer
Penelitian dimulai dengan membuat desain primer 
spesifi k berdasarkan gen amelogenin yang terdapat pada 
kromosom babi. Primer dibuat dengan bantuan software Mega 
PENDAHULUAN
Penemuan produk makanan yang dipalsukan dengan 
campuran bahan yang tidak sesuai dengan yang tercantum 
dalam kemasan semakin banyak terungkap. Pemalsuan 
daging sapi dengan daging babi pada produk olahan 
daging seperti abon dan dendeng ditemukan oleh BPPOM. 
Produk tersebut beredar di berbagai kota besar di Indonesia 
(Republika, 2009). Penemuan beberapa kasus pencampuran 
bahan daging babi dalam keadaan segar dengan daging 
sapi juga pernah terjadi dan ini menunjukkan tidak hanya 
produk olahan saja yang dicampur babi namun juga daging 
segar. Upaya melakukan identifi kasi telah dilakukan dengan 
berbagai metode dan metode yang dianggap paling valid saat 
ini adalah metode PCR dengan berbagai variasinya. Erwanto 
dkk., (2011) menggunakan metode PCR-RFLP untuk men-
deteksi keberadaan daging babi dalam campuran dengan 
daging lain. Teknik molekular telah berkembang pada dua 
dekade terakhir yang memungkinkan pengembangan metode 
yang memudahkan dalam autentifi kasi dan reliable untuk 
identifi kasi jenis daging (Girish dkk., 2005). Kelemahan 
dalam metode PCR-RFLP adalah membutuhkan waktu yang 
panjang karena melalui dua tahap analisis penting yaitu PCR 
itu sendiri dan pemotongan DNA hasil PCR dengan enzim 
restriksi. Metode lain yang berkembang adalah metode 
deteksi dengan Fourier Transform Infra Red (FTIR) untuk 
mendeteksi kandungan lemak babi sehingga aplikasinya 
untuk mendeteksi daging babi yang sebagain besar merupakan 
protein membutuhkan preparasi sampel yang tidak mudah 
(Rohman dkk., 2011). 
Laporan penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa 
gen amelogenin terdapat pada kromosome X dan Y yang 
dapat digunakan untuk membedakan jenis kelamin hewan 
(Fontanesi, 2008). Hasil penemuan tersebut digunakan 
sebagai dasar untuk identifi kasi asal jenis kelamin karkas 
atau daging yang beredar dipasaran. Penelitian ternyata 
tidak cukup hanya membedakan jenis kelamin namun juga 
dibutuhkan untuk mengetahui spesies hewan asal daging. 
Hasil penelitian tersebut mampu mendeteksi gen amel pada 
region intron 3 dengan menggunakan PCR namun hasil PCR 
harus dilakukan visualisasi menggunakan polyacrilamid gel 
elektrophoresis karena kecilnya ukuran fragmen DNA yang 
berkisar sekitar 9 bp. Hasil studi tersebut mendorong Langen 
dkk. (2010) menggunakan target gen amelogenin untuk 
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4 dan dilakukan alignment dengan beberapa spesies daging 
yang dipasarkan di Indonesia yaitu sapi, ayam dan kambing. 
Primer yang didesain pada panjang fragmen DNA sekitar 200 
sampai 500 bp dengan prinsip dasar bahwa DNA pada produk 
olahan daging kemungkinan mengalami degradasi sehingga 
ukuran fragmennya tidak terlalu panjang. Universal primer 
yang digunakan adalah gen cytochrome b sesuai publikasi 
Kocher dkk. (1989) dengan susunan basa sebagai berikut:
Forward:  (5’-CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA 
AA-3’) 
Reverse:  (5’-GCC CCT CAG AAT GAT ATT TGT CCT CA-
3’)
Isolasi DNA
Formulasi daging dengan berbagai konsentrasi daging 
babi yang telah homogen dilakukan isolasi DNA. Metode 
ekstraksi sesuai dengan protokol isolasi DNA Kit High 
Pure PCR Template (Roche, Mannheim, Germany). Sampel 
sebanyak 50 – 100 mg dimasukkan ke dalam tube kapasitas 
1,5 ml. Ekstraksi diawali dengan menambahkan 200-300 μl 
tissue buffer dan 40 μl proteinase K, dan diinkubasi pada 55°C 
selama 16 jam. Sebanyak 200 μl binding buffer ditambahkan, 
kemudian diinkubasi 70°C selama 10 menit. Sebanyak 100 
μl isopropanol ditambahkan dan dicampur dengan baik. 
High Filter Tube disiapkan dalam collection tube. Sampel 
dimasukkan ke dalam fi lter tube. Semua tube dimasukkan 
ke dalam table top sentrifuge dan sentrifugasi pada 8000 x g 
selama 1 menit. Larutan dibuang dari collection tube, 500 μl 
inhibitor removal buffer ditambahkan pada High Filter Tube, 
kemudian sentrifugasi pada 8000 x g selama 1 menit. High 
Filter Tube diambil dan dibuang larutannya. Sebanyak 500 μl 
wash buffer ditambahkan pada High Filter Tube, sentrifugasi 
pada 8000 x g selama 1 menit. High Filter Tube diambil dan 
buang larutannya. Sebanyak 500 μl wash buffer ditambahkan 
pada High Filter Tube, kemudian disentrifugasi pada 8000 
x g selama 1 menit. Setelah dibuang larutannya, kemudian 
disentrifugasi pada kecepatan maksimal pada 13.000 x g 
selama 10 detik. Collection tube dibuang, kemudian High 
Filter Tube dimasukkan ke dalam 1,5 ml microcentrifuge 
tube yang baru. Sebanyak 200 μl prewarmed elution buffer 
ditambahkan, kemudian disentrifuge pada 8000 x g selama 
1 menit. Larutan DNA disimpan pada suhu -20°C sampai 
analisis lebih lanjut.
Reaksi PCR
Amplifi kasi gen cytochrome b dilakukan dalam volume 
akhir 25 μl yang mengandung dH2O 9,5 μl, megamix-royal 
12,5 μl (Taq polimerase, anti-Taq polymerase antibodi dalam 
2x reaksi buffer (6mM MgCl2), 400 μM dNTPs, stabilizer 
dan blue loading, Microzone, Haywards Heath, UK), masing-
masing primer 1 μl (40 pmol) dan 1 μl DNA hasil ekstraksi. 
Amplifi kasi dilakukan dengan program sebagai berikut: 
predenaturasi 94°C selama 2 menit, denaturasi 95°C selama 
36 detik, annealing 51°C selama 73 detik, extension 72°C 
selama 84 detik, dengan siklus PCR diulang sebanyak 35. Post 
extension 72°C selama 3 menit, kemudian suhu diturunkan 
sampai mencapai 4°C. Hasil PCR disimpan pada suhu 
-20°C sampai digunakan untuk analisis selanjutnya. Untuk 
amplifi kasi dengan primer spesifi k yang didesain, dilakukan 
dengan volume yang sama namun dengan program optimasi 
yang divariasi khususnya saat annealing nya yang merupakan 
faktor paling kritis. Kondisi amplifi kasi dengan mesin PCR 
untuk gen amelogenin sebagai berikut: predenaturasi 95°C 
selama 3 menit, denaturasi 95°C selama 30 detik, annealing 
53-58°C selama 30 detik, extension 72°C selama 45 detik, 
dengan siklus PCR diulang sebanyak 35. Post extension 72°C 
selama 5 menit, kemudian suhu diturunkan sampai mencapai 
4°C. Reaksi optimasi dilakukan dengan melakukan berbagai 
variasi suhu khususnya saat annealing. Visualisasi hasil PCR 
di elektroforesis pada 50 V gel agarose 2% selama 80 menit 
dalam 1x buffer TBE. Marker 100 bp (Invitrogen, Carlsbad, 
USA) digunakan sebagai DNA ladder.
Analisis RFLP (Restriction Fragmen Length Polymorphism)
Dua unit enzim restriksi BseDI (Fermentas, St.Leon-
Rot, Germany) digunakan untuk 7 μl produk PCR dalam 20 
μl volume fi nal campuran digesti yang mengandung 10 μl 
dH2O, 2 μl 10x buffer (10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 1mM 
DTT, 0,1 mM EDTA, 0,2 mg/ml BSA dan 50% gliserol) dan 
diinkubasi pada 55°C selama 3 jam. Satu mikroliter sampel 
digesti di elektroforesis pada 50 V gel agarose 2% selama 80 
menit dalam 1x buffer TBE. Marker 100 bp (Carlsbad, USA) 
digunakan sebagai DNA ladder.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Penggunaan gen cytochrome b telah banyak dilakukan 
dalam penelitian untuk identifi kasi jenis daging (Di Pinto 
dkk., 2005; Asensio, 2007; Hsieh dkk., 2007; Tanabe dkk;, 
2007; Lin dkk., 2008). Selain menggunakan cytochrome b 
sebagai marker biologi dalam mengidentifi kasi spesies dapat 
juga digunakan gen 12S rRNA (Fajardo dkk., 2006) dan 16S 
rDNA (Rastogi dkk., 2007) yang ketiganya dari mitokondria. 
Gambar 1 menunjukkan hasil amplifi kasi PCR cytochrome 
b gen dari DNA babi, sapi dan campuran daging dengan 
berbagai konsentrasi daging babi.
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Gambar 1.  Hasil analisis elektrophoresis pada 2% agarose produk 
amplifi kasi PCR DNA pada gen cytochrome b dengan panjang 
fragmen sekitar 359 bp. M: 100 bp ladder standar, 1: sapi 
(100%), 2: (sapi 95 : babi 5%), 3: (sapi 97 : babi 3%), 4: (sapi 
99 : babi 1%), 5: babi ( 100%), 6: kontrol negatif (air).
Amplifi kasi gen cytochrome b menghasilkan fragmen 
sekitar 359 bp (Gambar 1), Hasil ini menunjukkan bahwa 
DNA mitokondria dari sampel daging campuran cukup untuk 
amplifi kasi DNA. Amplikon gen cytochrome b dari daging 
ini sesuai dengan Kocher dkk. (1989), Aida dkk. (2005), dan 
Erwanto dkk. (2011) yang menghasilkan fragmen sekitar 
359 bp. Primer yang digunakan dalam penelitian ini adalah 
internal primer gen cytochrome b yang mengamplifi kasi 
initial region gen cytochrome b. Pasangan primer yang 
digunakan untuk deteksi gen Cytochrome b  pada semua 
spesies adalah F (5’-CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA 
TGA AA-3’)  dan Cytochrome b R (5’-GCC CCT CAG AAT 
GAT ATT TGT CCT CA-3’), yang menghasilkan amplicon 
sebesar 359 bp. 
PCR-RFLP adalah amplifi kasi suatu fragmen DNA 
tertentu dengan menggunakan sepasang primer spesifi k/ 
universal sehingga menghasilkan fragmen yang dimaksud. 
Hasil amplifi kasi tersebut didigesti menggunakan enzim res-
triksi dan menghasilkan potongan fragmen yang panjangnya 
dapat bervariasi tergantung keberadaan situs restriksi yang 
dikenali (Hoelzel, 1998). Glick dan Pasternak (1994) me-
nya takan bahwa prinsip dari metode PCR-RFLP adalah 
adanya polimorfi k sisi restriksi endonuklease untuk masing-
masing gen. Fragmen DNA yang dianalisis termasuk daerah 
penyandi asam amino (exon), intron atau daerah intergenik. 
Hasil pemotongan dapat berupa fragmen DNA dengan ukuran 
yang berbeda-beda.
Gambar 2.  Fragmen DNA hasil pemotongan amplikon DNA gen cyto-
chrome b dengan enzim restriksi BseDI pada agarose 2%. M: 
Marker 100 bp ladder, 1: sapi (100%), 2: (sapi 95 : babi 5%), 3: 
(sapi 97 : babi 3%), 4: (sapi 99 : babi 1%), 5: babi ( 100%).
Gambar 2 menunjukkan hasil pemotongan DNA dengan 
metode PCR-RFLP menggunakan enzim restriksi BseDI. 
Enzim ini mengenali 6 basa sebagai tempat pengenalan 
pemotongan yaitu CCNNGG dan memotong diantara basa 
cytosine (C) dan guanine (G). Dengan metode RFLP ini, 
amplikon yang mempunyai urutan basa yang sama yaitu 
CCNNGG akan dipotong oleh enzim BseDI menghasilkan 
fragmen DNA dengan jumlah dan ukuran yang berbeda. 
Pada penelitian ini proses pemotongan dengan enzim tersebut 
dilakukan pada suhu 55oC selama 3 jam yang berarti lebih 
cepat dibanding penelitian Aida dkk. (2005) untuk DNA 
cytochrome b dari  produk daging segar yang menggunakan 
enzim BsaJI dengan waktu inkubasi digesti selama 16 
jam. Berdasarkan hasil visualisasi dengan elektrophoresis 
diperoleh bahwa gen cytochrome b dari daging babi dapat 
terpotong menjadi dua fragmen DNA masing-masing dengan 
panjang fragmen 228 bp dan 121 bp. 
Hasil analisis PCR-RFLP dari variasi dua jenis daging 
dengan level kontaminasi daging babi dari 5 sampai 1% yang 
dicampurkan pada daging sapi menunjukkan bahwa sampel 
yang dicampur dengan daging babi (lane 2-4) dan 100% 
daging babi (lane 5) menghasilkan 2 band sebesar 228 bp dan 
131 bp, sedangkan yang tidak dicampur daging babi (lane 1) 
tetap 1 band yang tervisualisasi pada agarose 2%. Hasil yang 
sama diperoleh bila daging babi dicampurkan pada daging 
ayam dan kambing dengan level yang sama (data tidak 
ditampilkan).
Hasil ini sesuai dengan Erwanto dkk. (2007) dan 
Ong dkk. (2007) yang menggunakan cytochrome b sebagai 
marker biologi dalam mengidentifi kasi jenis daging dan 
mengungkapkan bahwa kandungan daging babi sampai 
level 1% dapat terdigesti dengan baik. Aida dkk. (2005) 
dan Erwanto dkk. (2007) melaporkan bahwa enzim restriksi 
BsaJI dapat digunakan untuk mengidentifi kasi campuran 
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daging babi dalam campuran daging sapi, kambing dan ayam, 
sedangkan Ong dkk. (2007) menggunakan berbagai enzim 
restriksi seperti AluI, BsaJI dan RsaI untuk mengidentifi kasi 
berbagai jenis campuran daging ayam, babi dan sapi dengan 
berbagai modifi kasi. Dalam mengidentifi kasi suatu spesies, 
primer yang umum digunakan adalah primer universal dan 
species-spesifi c primer. Primer gen cytochrome b mitokondrial 
didesain untuk dapat mengamplifi kasi beberapa jenis hewan 
meliputi mamalia, burung, amphibi, reptil, ikan, serangga dan 
laba-laba, sehingga disebut sebagai universal primer (Kocher 
dkk. 1989). Dalam mengidentifi kasi beberapa spesies, selain 
menggunakan universal primer juga dapat menggunakan 
species-specifi c primers.
Pada penelitian ini desain primer dilakukan men-
dasarkan pada gen amelogenin untuk deteksi daging babi. 
Gen tersebut telah digunakan Fontanesi dkk. (2008) dan 
Langen dkk. (2010) untuk mendeteksi jenis kelamin daging 
babi yang beredar di pasaran. Mereka menemukan bahwa 
daging babi dipasarkan baik dalam bahan segar maupun 
hasil olahan dapat diidentifi kasi berasal dari daging babi 
jantan atau betina. Metode deteksi dengan primer spesifi k 
tersebut menunjukkan hasil yang positif pada babi dan tidak 
mengamplifi kasi pada gen yang sama dari hewan jenis yang 
lain yaitu sapi, ayam, kalkun dan beberapa jenis mikroba 
yang sering mengkontaminasi daging (Langen dkk., 2010). 
Berdasarkan hasil tersebut penelitian ini mendesain primer 
menggunakan dasar gen amelogenin dan Gambar 3 adalah 
hasil aligment beberapa spesies yaitu sapi, babi, kambing dan 
kuda yang didapatkan dari bank gen. Primer spesifi k didesain 
dengan panjang fragmen sekitar 300 - 400 bp sebagaimana 
disajikan pada Gambar 3.
Berdasarkan pensejajaran gen tersebut diketahui ada 
beberapa gen yang belum diketahui urutan basa nukleotidanya, 
sehingga dalam menentukan letak primer yang tepat masih 
belum dapat memastikan dengan baik. Primer spesifi k 
didesain pada panjang fragmen DNA sekitar 300 - 400 bp 
dengan harapan dapat diaplikasikan pada produk olahan 
pangan karena selama proses pengolahan kemungkinan 
adanya degradasi DNA sehingga terpotong menjadi fragmen 
yang pendek. Hasil desain primer dapat dilihat pada Gambar 
4 dengan bantuan software Mega 4 dan dihasilkan dua pasang 
primer seperti disajikan pada Tabel 1.
Panjang fragmen DNA untuk primer pig a adalah 353 
bp dan untuk primer pig b adalah 312 bp. Optimasi dilakukan 
untuk mengetahui kondisi PCR yang paling optimum agar 
dapat mengamplifi kasi gen target yaitu amelogenin pada 
spesies babi. Hasil optimasi didapatkan data sebagaimana 
disajikan pada Tabel 2.
Gambar 3.  Hasil pensejajaran gen amelogenin dari spesies babi, sapi, dan 
kambing dari gen bank.
Gambar 4 adalah hasil optimasi PCR untuk primer pig a 
untuk mengecek keberadaan gen amelogenin dengan primer 
spesifi k babi namun ditemukan cross reaksi amplifi kasi 
dengan spesies yang lain yaitu pada ayam, kambing dan 
sapi. Aplikasi primer spesifi k babi yang lain yaitu primer pig 
b disajikan pada Gambar 5 yang menunjukkan reaksi yang 
positif tidak hanya pada babi tetapi juga pada gen sapi, ayam 
dan kambing.
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Pig a F1 5’aatagtgggtggattcttca3’ 54,54   5428-5437
Pig a R1 5’gagggagacacgtagagtgt3’ 54,17 5780-5799
Pig b F2 5’aggatgtttgtcagtccc3’ 52,90 5451-5468
Pig b R2 5’acgtagagtgtgcacgtc3’ 52,62 5771-5788
 
Tabel 2.  Program PCR hasil optimasi untuk gen amelogenin
Tahapan reaksi Suhu (oC) Waktu
Pre denaturasi 95 3 menit
Denaturasi 95 30 detik
Annealing 53,5 30 detik
Ekstension 72 45 detik
Post ekstension 72 5 menit
Jumlah Siklus 35 kali
Gambar 4.  Optimasi PCR dengan primer pig a pada DNA daging asal 
empat spesies yaitu 1) sapi, 2) kambing, 3) ayam, 4) babi dan 
Marker 100 bp ladder
Gambar 5.  Optimasi PCR dengan primer pig b pada DNA daging asal 
empat spesies yaitu 1) sapi, 2) kambing, 3) ayam, 4) babi dan 
Marker 100 bp ladder
Kesmen dkk. (2007) menggunakan species-spesifi c 
primers untuk deteksi spesies daging pada produk sosis 
dengan beberapa variasi campuran daging (kuda, sapi, keledai 
dan babi) dan menunjukkan hasil dapat terdeteksi sampai 
level 1% dengan menghasilkan amplikon yang berbeda-beda. 
Desain species-specifi c primer didapatkan dari gen ATPase8 
(ATP synthase subunit 8), ATPase6 (ATP synthase subunit 6), 
ND2=NADH (dehydrogenase subunits 2) dan ND5=NADH 
(dehydrogenase subunit 5). Hasil penelitian desain primer 
spesifi k ini belum optimal karena sekuen DNA lengkap 
dari gen amelogenin untuk spesies sapi, ayam dan kambing 
belum ada datanya pada bank gen sehingga kesulitan dalam 
menentukan letak primer yang paling tepat. Penelitian perlu 
terus dilakukan untuk mencari primer dan optimasi program 
yang paling tepat. Primer spesifi k dalam penelitian ini telah 
didesain dengan panjang fragmen sekitar 300 bp, yang 
diharapkan menjadi primer spesifi k walaupun dengan panjang 
fragmen pada kisaran 300 bp mempunyai tingkat kesulitan 
amplifi kasi namun  diharapkan mampu untuk deteksi DNA 
pada olahan pangan yang berlebihan pemasakannya.
Hasil penelitian untuk mengidentifi kasi spesies dengan 
primer spesifi k juga telah dikembangkan oleh Martin dkk. 
(2007) yang mampu mendeteksi keberadaan daging sapi, 
kambing dan domba sampai dengan level 0.1% pada campuran 
dengan tepung dari bahan nabati. Penelitian tersebut juga 
menjelaskan bahwa pemasakan sampai dengan suhu 120°C 
selama 50 menit masih dapat digunakan untuk reaksi PCR 
dengan primer spesifi k yang didesain dari gen 12SrRNA.
Gen amelogenin dipilih sebagai target gen dalam 
reaksi PCR karena ditemukan dalam kebanyakan mamalia 
yang berada pada kromosome X dan Y (Iwase dkk., 2003). 
Adanya keanekaragaman diantara amelogenin X dan Y, maka 
gen ini telah digunakan sebagai marker untuk mengecek 
jenis kelamin pada mamalia termasuk manusia (Gibbon 
dkk., 2009). Pemanfaatan gen tersebut untuk mendeteksi 
daging babi di pasaran berasal dari jantan atau betina telah 
dilakukan oleh Langen dkk. (2010). Primer yang didesain 
oleh Langen berkisar pada panjang fragmen 741 bp untuk 
amelogenin X dan 562 bp untuk deteksi amelogenin Y. 
Amplifi kasi pada panjang fragmen di atass 500 bp tersebut 
mempunyai kendala untuk aplikasi deteksi babi pada produk 
olahan pangan karena biasanya DNA pada olahan lanjut telah 
mengalami fragmentasi menjadi fragmen yang lebih pendek. 
Oleh karena itu penelitian ini mendesain primer dengan hasil 
amplifi kasi DNA sekitar 312 dan 353 bp dan sudah dilakukan 
optimasi PCR sebagaimana disajikan pada Gambar 4 dan 5 
namun masih terjadinya cross reaksi dengan sampel daging 
sapi, kambing dan ayam merupakan permasalahan yang harus 
diteliti selanjutnya.
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KESIMPULAN
Metode PCR-RFLP menggunakan enzim BseDI pada 
amplikon mitokondrial gen cytochrome b dapat digunakan 
untuk mendeteksi kontaminasi daging babi pada daging lain 
sampai level kontaminasi 1%. Pengembangan primer spesifi k 
dengan gen amelogenin pada target gen sepanjang 312 dan 
353 bp dapat digunakan untuk amplifi kasi gen tersebut namun 
masih terjadi cross reaksi dengan spesies dari sapi, ayam dan 
kambing. Penelitian perlu dilanjutkan untuk menghindari 
cross  kontaminasi dengan spesies lain.
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